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Fusionsprotein zur Sekretion von Wertprotein in bal^terieile Oberstande 
Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf Fusionsproteine bestehend aus einem Fusionsteii und 
einem Wertprotein wobei die Kombination aus beiden Proteinen dazu fuhrt. daft das 
Fusionsprotein in den Oberstand eines bakteriellen Wirtes sezemiert wird und das 
Wertprotein in seiner korrekten raumlichen Struktur voriiegt. Die Gensequenz fOr 
das Fusionsprotein ist Bestandteil einer Expressionskassette, die die Expression in 
einem bakteriellen Wirt eriaubt. Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur 
Fermentation. Expression und Aufarbeitung eines derartigen Fusionsproteins unter 
Verwendung der Expressionskassette, ein Plasmid enthaltend die 
Expressionskassette. eine bakterielle Wirtszelle enthaltend die Expressionskassette 
chromosomal integriert und / Oder als Replikon z.B. als Plasmid, das genannte 
Fusionsprotein mit Hirudin oder einem Derivat hiervon als Fusionsteii, ein Verfahren 
zur Herstellung von Insulin oder eines Insulinderivats und die VenA/endung der 
Expressionskassette in den Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins aus 
Hirudin oder Derivaten hiervon und Insulin oder eines Insulinderivats. 

Die Entwicklung von optimierten Verfahren zur Herstellung von Arzneimittein auf der 
Basis rekombinanter Proteine stellt eine Aufgabe dar, die moglichst zwei 
Gesichtspunkten gerecht werden muli. Zum einen soli ein Verfahren moglichst 
kostengunstig sein und zum anderen soil das Produkt von hochster Reinheit sein. 

Die Wahl des Expressionssystems bestimmt dabei den Weg des jeweiligen 
Herstellungsprozesses, wobei dem Fachmann klar ist, daft durch die Entwicklung 
neuer proteinchemischer Techniken und die Vielfalt der biochemischen 
Moglichkeiten und die Neukombination bekannter Techniken stets Verbesserungen 
bestehender Verfahren moglich sind. 

Die Eigenschaften eines gewunschten Proteins bestimmen entscheidend die Wahl 
des zur Synthese venwendeten Wirtszellsystems. Bakterien wie E. coli stellen das 
System dar. mit dessen Hilfe in preiswerten Medien schnell Proteine mit 
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Rohausbeuten von mehreren Gramm hergestellt werden kQnnen. Zum Tragen 
kommt das System vor allem fur Proteine. die nicht modifizert werden mussen und 
die sich in vitro zu der biologisch aktiven Form renaturieren lassen. Fur Proteine mit 
hohem Mengenbedarf, wie z.B. Insulin, strebt man dabei Expressionsraten an, die 
5 zu intrazelluiarer Anreicherung des Proteins in Form von EinschluSkorpern fuhrt. 
Nach ZellaufschluB wird das Protein gelost und dann in weiteren Verfahrensschritten 
gefaltet. Der Prozeli der Faltung ISuft jedoch nicht quantitativ ab. Grunde hierfur 
konnen in irreversibler Schadigung bei der EinschluBkQrperbildung. in 
entsprechender Schadigung beim Zellaufschlua und in Fehlern bei der Faltung 
10 gesucht werden. "Falsch" gefaltete oder modifizierte Molekule mussen dann in 
weiteren Trennschritten abgetrennt werden. Dies wirkt sich negativ auf die 
Herstellkosten aus. Zudem finden sich Spuren dieser Molekule auch im Endprodukt 
wieder. Da fur Arzneimittel hohe Reinheitskriterien gelten. ist eine entsprechend 
sorgfaltige und kostenintensive Reinigung erforderlich. WQnschenswert aufgrund des 
15 gunstigen Kosten / Rohausbeute - Verhaltnisses waren Verfahren, die die 

Auschleusung des Wertproteines in korrekt gefalteter Form in das Kuiturmedium 
durch E. coli eriauben. Allerdlngs ist dies bisher nur in Ausnahmefallen gelungen. 

Die intemationale Patentanmeldung PCT/EPOO/08537 beschreibt eine solche 
20 Ausnahme. Es gelang. die Synthese und Ausschleusung von Lepirudin. dem 

Wirkstoff des Arzneimittels Refludan®. durch E. coli in Grammmengen. wenn man 
spezifische Signalsequenzen zur Ausschleusung venA/endet. Die deutsche 
^ , Patentanmeldung Nr. 100 33 195.2 (unverQffentlicht) beschreibt ein bifunktionelles 
Protein aus Hirudin und Derivaten des Hirudins und dem FaktorXa - Inhibitor aus 
25 Zecken und Derivaten hiervon. Dieses Protein laSt sich ebenfalls mit hohen 

Ausbeuten durch E.coli synthetisieren und ausschleusen. In Enweiterung dieses 
Befundes wurde nun uberraschend gefunden, daB Hirudin nicht nur als 
Fusionsprotein mit TAP sondem auch ais Teil eines Fusionsproteines mit 
Polypetiden wie Proinsulinderivaten mit hohen Ausbeuten ausgeschleust wird, dabei 
30 biologisch aktiv ist und uberraschendenweise ein Fusionspartner wie Proinsulin in 
korrekter Raumstruktur vorliegt. Dieses unerwartete Ergebnis fuhrt dazu. dad man 
z.B. Insulin kostengUnstiger durch bakterielle Wirts / Vektorsysteme herstellen kann, 
da auf den mit nicht zu vemachlSssigenden Ausbeuteverlusten verbundenen Schritt 
der In vitro Ruckfaltung nach intrazelluiarer Expression verzichtet werden kann und 



man so zu einem einfacheren proteichetnischen Reinigungsverfahren kommt. Ein 
weitere Vorteil liegt darin, da(i man chaotrope Hilfsmittel, die bei klassischen 
Verfahren zur Insulinproduktion in E. coli zum Losen des Fusionsproteins zugesetzt 
werden. nicht benotigt. Dies fuhrt im okologischen Sinn zu einer geringeren 
Belastung der Umwelt durcfi das Vermeiden der entsprechenden Abfalle. 

Blutegel vom Typ Hirudo entwickelten z.B. verschiedene Isoformen des 
Thrombinhibitors Hirudin. Durch kunstliche Variation des MolekOls. z.B. Austausch 
der N-terminalen Aminosaure, wurde Hirudin fur pharmazeutisch technische 
Anforderungen optimiert (z.B. EP-A 0 324 712). 

Die Erfindung beinhaltet die VeoA/endung von Hirudin und Hirudinvarianten zur 
Bildung von Fusionsproteinen. z.B. mit Affen - Proinsuiin oder Derivaten hiervon. In 
besonderen Ausfuhrungsformen der Erfindung wird eine der natOrlichen isofomnen 
des Hirudins (die natudichen Isofonnen werden zusammen als ..Hirudin" bezeichnet) 
venwendet. Naturliche Isoformen sind z.B. Val-Val-Hirudin oder lle-Tinr- Hirudin. In 
anderen AusfQhrungsformen der Erfindung wird eine Variante einer natOrlichen 
Hirudin Isoform eingesetzt. Eine Variante leitet sich von einer natudichen Isoform 
des Hirudins ab. enthalt aber z.B. zusatzliche Aminosauren und/oder 
Aminosauredeletionen und/oder Aminos^ureaustausche im Vergleich zu der 
naturlichen Isoform. Eine Variante von Hirudin kann altemierend Peptidabschnitte 
natQriicher Isoformen des Hirudins und neue AminosSuren enthalten. Varianten des 
. Hirudins sind bekannt und z.B. in DE 3 430 556 beschrieben. Varianten des Hirudins 
sind als Protein commerzieH erhaitlich (Fimna Calbiochem® Biochemicals. 
Cat.no.377-853. -950-960). 

Insulin ist ein Polypeptid aus 51 Aminosauren, die sich auf 2 Aminosaureketten 
verteilen: die A Kette mit 21 Aminosauren und die B-Kette mit 30 Aminosauren. Die 
Ketten sind durch 2 Disulfidbrucken miteinander verbunden. Insulinzubereitungen 
werden seit vielen Jahren zur Diabetestherapie eingesetzt. Dabei werden nicht nur 
naturiich vorkommende Insuline venwendet. sondem auch Insulinderivate und 
-analoga. 
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Insulinderivate sind Derivate von natQrIich vorkommenden Insulinen, namlich 
Humaninsulin oder tierischen Insulinen, welche sich durch Substitution wenigstens 
eines naturlich auftretenden Aminosaurerestes und/oder Addition wenigstens eines 
Aminosaurerestes und/oder organischen Restes von dem entsprechenden, ansonst 
gleichen naturlich vorkommenden Insulin unterscheiden. 

In der Regel haben Insulinderivate gegenuber humanem Insulin eine etwas 
veranderte Wirkung. 

Insulinderivate mit beschleunigtem Wirkungseintritt werden in EP 0 214 826, 
EP 0 375 437 und EP 0 678 522 beschrieben. EP 0 124 826 bezieht sich u.a. auf 
Substitutionen von B27 und B28. EP 0 678 522 beschreibt Insulinderivate die in der 
Position B29 verschiedene AminosSuren. vorzugsweise Prolin, aufweisen, jedoch 
nicht Glutaminsaure. EP 0 375 437 umfadt Insulinderivate mit Lysin oder Arginin in 
828, die optional zusatzlich in 83 und/oder A21 modifiziert sein kSnnen. 

In der EP 0 419 504 werden Insulinderivate offenbart, die gegen chemische 
Modifikatlonen geschiitzt sind, in dem Asparagin in 83 und wenigstens eine weitere 
Aminosaure in den Positionen A5, A15. A18 oder A21 verandert sind. 

In der WO 92/00321 werden Insulinderivate beschrieben. bei denen wenigstens eine 
Aminosaure der Positionen 81 -86 durch Lysin oder Arginin ersetzt ist. Derartige 
insuiine weisen gemaB WO 92/00321 eine veriSngerte Wiricung auf. 

8ei der gentechnischen Herstellung von Insulin und Insulinderivaten wird hSufig ein 
Insulinvoriaufer, ein sog. Proinsulin exprimiert, welches aus einer 8-, C- und A-Kette 
besteht. Dieses Proinsulin kann durch enzymatische oder chemische Abspaltung der 
C-Kette nach entsprechender korrekter Faltung und Ausbildung der DisulfidbrQcken 
in Insulin oder ein Insulinderivat uberfuhrt werden. Haufig erfolgt die Expression des 
Proinsulins in Form eines Fusionsproteins. Der ..unenwunschte" Fusionspartner muS 
ebenfalls chemisch oder enzymatisch entfernt werden. 
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Es ist dem Fachmann klar, daB die Wahl des rekombinanten Wirts / Vektorsystems 
die Metlioden zur Anzucht. Vermehrung und Fermentation der rekombinanten Zelien 
bestimmt. Dies ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

5 Das Fusionsprotein ist im sauren Medium uberraschend gut loslich. Daraus ergeben 
sich deutliche Vorteile bzgl. der proteinchemischen Aufarbeitung. Zum einen werden 
viele unerwunschte Komponenten des Oberstandes unter diesen Bedingungen 
ausgefallt und zum anderen sind Peptidasen oder Proteasen inaktiv. Durch 
Ansauern der Fermentationsbruhe am Ende des Arbeitsganges konnen somit 

10 unenwunschte Qberstandsproteine direkt mit den Wirtszelien von dem 

Fusionsprotein separiert. und in einem weiteren Schritt konzentriert werden. Dies ist 

0 ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Am Ende der Fermentation kann der Faltungsvorgang noch nichtzu 100% 
15 abgeschlossen sein. Durch Zugabe von Mercaptan oder z.B. Cysteinhydrochlorid 
kann der Vorgang abgeschlossen werden. Dies ist ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung. 

Fusioniert man beide Proteine uber ein BrOckengiied aus Aminosauren, die 
20 speziflsch durch Endoproteasen erkannt werden, die das Fusionsprotein an keiner 
anderen Stelle effizient spalten, so laBt sich das Protein von Interesse direkt aktiv 
abspalten. Im Falle der Herstellung von Insulin enthalt das Bruckenglied zwischen 
0 Hirudin und Proinsulin vorzugsweise am carboxytemriinalen Ende ein Arginin. In 
' einer simultanen Prozessierung kann dann bei Umsetzung mit Trypsin der 
25 Fusionsteil abgespalten und Proinsulin zu Mono - bzw. Di-Arg - Insulin 

umgewandelt werden. Dieses Bruckenglied ist im Hinblick auf die Prozessierung des 
Insulins so zu optimieren. daS die Abspaltung des Hirudinteils nicht langsamer 
ablauft als die Spaltungen an der die Insulin B und A- Kette verbindenden C 

Peptidsequenz oder einem Derivat hiervon. Dies ist ebenfalls Gegenstand der 

30 Erfindung. Als Expressionssystem laRt sich beispielsweise der im europaischen 
Patent 0 468 539 in Figur 1 beschriebene Vektor pJF118 venwenden. 

Plasmide, die DNA - Sequenzen , die Proinsulin oder Proinsuliderivate kodieren, 
sind Z.B. in den Patentschriften EP-A 0 489 780 bzw. PCT/EPOO/08537 beschrieben. 
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Das Plasmid pK152. das die Sequenz fur Hirudin gemaB EP-A 0 324 712 enthait, 
wird als Quelle die DNA-Sequenz fur Hirudin venwendet. 

Wichtig fur die Sekretion ist die Exportl<ompatibilitat des Proteins von Interesse fur 
den Durchtritt durch die innere Bakterienmembran des Bakteriums. Wichtig dafur ist 
die Wahl der Signalsequenz, die fur unterschiedliche Proteine unterschiedlich 
optimal sein kann. Die Patentanmeldung PCT/EPOO/08537 beschreibt ein System 
des PCR-gestatzten Signalsequenz Screenings. Dieses System laBt sich auch auf 
Fusionsproteine mit Hirudin als N- terminalen Fusionsteil anwenden, da die 
Hirudinaktivitat uberraschend erhalten bleibt und somit leicht im Oberstand mittels 
des Thrombinhemmtests nachweisbar wird. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine DNA kodierend ein Fusionsprotein der 
Form 



wobei 



- F-Asm-Rn-Y 



20 
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F eine DNA - Sequenz kodierend fur eine Aminosaurefolge, die die 
Sekretion eines Proteins Y in ein Fermentationsmedium eriaubt, 

As eine chemische Bindung oder eine DNA - Sequenz kodierend fur eine 
gentechnisch kodierbare Aminosaure, 

m eine ganze Zahl von 0-10, 

R eine chemische Bindung oder ein Codon fiir Arginin, 
n 0 Oder 1 , 

Y eine DNA - Sequenz kodierend fiir ein Protein von Interesse, das 
korrekt gefaltet als Bestandteil des Fusionsproteins im 
Fermentationsmedium vorliegt; 

bedeutet, wobei insbesondere eine DNA - Sequenz gewahit wird. die fQr 

Hirudin oder ein Derivat hiervon ( F) und Proinsulin odereinem Derivat 

hiervon (Y) kodiert. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Expressionskassette der Form 

P-S- F-Asm-Rn-Y-T, 

wobei 

P einen Promotor, 

S eine DNA - Sequenz kodierend fur eine Signalsequenz, die optimale 

Ausbeuten, eriaubt 
T eine nichttranslatierte, die Expression verstarkende DNA-Sequenz 

bedeutet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Plasmid enthaitend eine oben 
beschriebene Expressionskassette und eine WIrtszelle enthaitend das genannte 
Plasmid, oder eine Wirtszelle welche vorzugsweise die Exprssionskassette in das 
Genom der Wirtszelle integriert enthalt; und wobei Wirtszelle ausgewahit wird aus 
einer Gruppe enthaitend E.coli, B. subtiiis und Streptomyces. 

Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur fermentativen 
Herstellung eines Fusionsproteins wie oben beschrieben, wobei 

(a) eine Expressionskassette wie oben beschrieben in einer Wirtszelle wie 
oben beschrieben exprimiert und 

(b) das exprimierte Fusionsprotein isoliert wird; 

wobei insbesondere zur Isolation des exprimierten Proteins der Oberstand von den 
Wirtszellen getrennt wird, und das exprimierte Protein aus dem Oberstand isoliert 
wird; und wobei ein Verfahrensschritt zur Anreicherung des exprimierten Proteins im 
Oberstand nach der Fallung ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaitend 
Mikrofiltration, hydrophobe Interaktionschromatographie und 
lonenaustauschchromatographie und wobei eine besondere Ausgestaltung darin 
liegt, daR die Isolation des exprimierten Proteins einen Schritt umfaSt, bei dem 
Komponenten des Kulturmediums des Uberstandes gefallt werden, wahrend das 
exprimierte Protein in Losung bleibt; und wobei in einer weiteren bevorzugten 
Ausfiihrungsform der Erfindung nach dem Ende der Fermentation dem 
Fermentationsuberstand bei einem pH-Wert von 6 - 9 Mercaptan oder 
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Cysteinhydrochlorid zugesetzt wird. so dali sich eine Konzentration freien SH- 
Gruppen von 0.05 bis 2.5 mM ergibt. 

Eine besondere Ausgestaltung des Verfahrens liegt darin. daS der 
Fermentationsuberstand von den Wirtszellen getrennt wird, die Wirtszellen in 
5 frischem Medium weiter kultiviert ind das sezernierte Fusionsprotein aus dem 
Uberstand isoliert wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist ein Verfahren zur Herstellung von Insulin 
Oder einem Insulinderivat, wobei 



15 Die Erfindung wird im folgenden durch die Beispiele. welche nicht beschrankend 
wirken sollen, naher beschrieben. 

Beispiel 1: Konstruktion eines Lepirudin-GNSAR-Affenproinsulin Fusionsproteins, 
angeschlossen an die Signalseqenz des oprF-Genproduktes aus Pseudomonas 
20 fluorescens 

In Beispiel 2 der Patentanmeldung PCT/EPGO/08537 wurde ein Expressionsvektor 
.0 beschrieben. der die Expression und Sekretion von Refiudan uber die Signalseqenz 

des oprF-Genproduktes aus Pseudomonas fluorescens ( De, E. et al. FEMS 
25 Microbiol Lett. 127.263 -272. 1995 ) in das Medium von E. coli eriaubt. Dieser Vektor 

dient als zur Konstruktion eines Refludan-GNSAR-Affenproinsulinfusionsproteins 

(GNSAR=SEQ ID NO.: 1) . Er erhaltdie Bezeichnung pBpfu_hir. 

Ausgangsmaterialien sind ferner DNA der Plasmide pJF1 18 (EP 0 468 539) und 
30 pK152 (PCT/EPOO/08537). Folgende Oligonukleotide werden benotigt: 
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(a) 



(b) 



aus dem exprimierten Protein, welches in einem Verfahren wie oben 
beschrieben erhalten wird, 

durch enzymatische oder chemische Spaltung das Wertprotein 
insbesondere Insulin oder Insulinderivat freigesetzt und 



isoliert wird. 



Primer pfufi 

5'GGTTCTCTTA TTGCCGCTAC TTCTTTCGGC GTTCTGGCAc ttacgtatac 
tgactgca 3' 



(SEQ ID NO.: 2) 



Primer insu1 1hind3 

5' - TTTTT AAGCT T CATGTTTGA CAGCTTATCA T -3' (SEQ ID NO.: 3) 
Primer Hir_insfl 

5' ATCCCTGAGG AATACCTTCA GGGAAATTCG GCACGATTTG TG - 3'(SEQ ID 
NO.: 4) 

Primer Hirjnsrevi 

5' - CACAAATCGT GCCGAATTTC CCTGAAGGTA TTCCTCAGGG AT -3 (SEQ 
ID NO.: 5) 

Primer pfuf1 hybridisiert mit dem DNA-Bereich kodierend den Qbergang aus 
Signalsequenz und Lepirudin in dem Expressionvektor. 

Der fettgedruckte Teil des Primers Hirjnsrevi hybridisiert mit dem DNA-Bereich 
kodierend den Qbergang aus Pra- und Affenproinsulinsequenz in Plasmid pINTGOd 
und mit Sequenzen des 3'- Endes der Hirudinsequenz in Plasmid pK152. Primer 
Hirjnsrevi istzu Primer Hirjnsfl 100% komplementar. 

Primer Insu1 1Hind3 markiert das 3'- Ende der in plNT90d klonierten DNA-Bereich 
kodierend den Affenproinsulinsequenz und tragt zusatzlich die 
Hexanukleotidsequenz fQr die Erkennung durch das Restriktionsenzym Hind3. 

Zwei Standard Polymerasekettenreaktionen werden durchgefQhrt mit dem 
Primerpaar Hirjnsfl / lnsu11Hind3 auf dem Plasmid pINTQOd als Matrize und mit 
dem Primerpaar pfuf1/ Hirjnsrev auf dem Plasmid pBpfu_hir als Matrize . Die 
Produkte beider Reaktionen werden vereint und ein Aliquot in einer dritten 
Polymerasekettenreaktion mit den Primaren pfuf1/lnsu11Hind3 umgesetzt. Es 
entsteht ein DNA-Produkt, das die Sequenz Signal ( partiell)-Lepirudin-GNSAR- 
Affenproinsulin beinhaltet. Das DNA-Fragment wird mit den Restriktionsenzymen 
BamHI und Hind3 umgesetzt. BamH1 spaltetdabei in der Lepirudinsequenz und 
Hind3 am 3'Ende der Proinsulin kodierenden Sequenz. 
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Parallel wird der Vektor pBpfu mit den beiden Enzymen umgesetzt und das groSe 
Vektorfragment isoliert. Die isolierten Produkte beider Reaktionen werden in einer T4 
- Ligasereaktion umgesetzt. Kompetente Zellen des Stammes E. coli K12 Mc1061 
(Sambrook et al. ..Molecular Cloning" (Cold Spring Habor Laboratory Press 1989) 

5 werden mit dem Ligationsgemisch transformiert, auf NA-Platten, die 25|jg /mi 
Ampicillin enthalten ausplattiert. Von Transformanten wird Plasmid-DNA zur 
Charakterisierung isoliert. Parallel wird von den uber Plasmidanalyse 
charakterisierten Transformanten eine Erhaltungsplatte angelegt. Die DNA wird 
mittels Restriktions-und DNA-Sequenzanalyse charakterisiert. Ein als richtig 

10 erkanntes Plasmid erhielt die Bezeichnung pBpfuHirJns. 



Beispiel 2: Konstruktion eines Ser-Hirudin-GNSAR-Affenproinsulin Fusionsproteins 
angeschlossen an die Signalsequenz des S. typhimurium Outer Membrane Protein 
15 (fimD) 

Die Konstruktion erfolgt entsprechend dem in Beispiel 1 beschriebenen Schema. 

Beispiel 10 der Patentanmeldung PCT/EP 00/08537 beschreibt die Konstruktion 
20 eines Vektor zur Ausschleusung von Lepirudin uber die Signalsequenz des S. 
typhimurium Outer Membrane Proteins (Rioux.C.R., Friedrich.M.J. and 
Kadner,R.J.;J. BacterioL 172 (11), 6217-6222 (1990)) . Das entstandene Plasmid 
erhalt die Laborbezeichnung pBstyfim_hir. DNA der Plasmide pK152 und plNT90d 
dient jeweils als Matrize. 

J25 

Zur Konstruktion werden 4 Primer benotigt. 

Die Primer insu11Hind3, Hirjnsfl und Hirjnsrevi sind in Beispiel 1 beschrieben. 
30 Neu synthetisiert wird der Primer styfimflser. Er hat folgende Sequenz: 



5' CGGCGCTGAG TCTCGCCTTA TTTTCTCACC TATCTTTTGC CTCTacgtat 
actgactgcaCTG 3' (SEQ ID NO.: 6) 
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Das fett gedruckte DNA-Triplett markiert ein Codon fur Serin. Damit entsteht ein 
Hirudin, das an Position 1 der Aminosaureseqenz anstelle von Leucin Serin tragi 

Entsprechend Beispiel 1 werden zwei Standard Poiymerasekettenreaktionen 
5 durchgefuhrt mit dem Primerpaar Hirjnsfl / lnsu11Hind3 auf plNT90d DNA als 
Matrize und mit dem Primerpaar styfimflser / Hirjnsrev aufpK152DNA als 
Matrize. Die Produkte beider Reaktionen werden vereint und ein Aliquot in einer 
dritten Polymerasekettenreaktion mit den Primern styfimflser /InsuHHindS 
umgesetzt. Es entsteht ein DNA-Produkt, das die Sequenz Signal ( partial)- Ser 
10 Hirudin -GNSAR- Affenproinsulin beinhaltet. Das DNA-Fragment wird mit den 
Restriktionsenzymen BamH1 und Hind3 umgesetzt. 



Parallel wird der Vektor pBstyfim_Hir mit den beiden Enzymen umgesetzt und das 
groSe Vektorfragment isoliert. Die isolierten Produkte beider Reaktionen werden in 

15 einer T4-Ligasereaktion umgesetzt. Kompetente Zellen des Stammes E. coli K12 
Mc1061 werden mit dem Ligationsgemisch transformiert und von Transformanten 
Plasmid-DNA zur Charakterisierung isoliert. Parallel wird von den uber 
Plasmidanalyse charakterisierten Transformanten eine Erhaltungsplatte angelegt. 
Die DNA wird mittels Restriktions- und DNA-Sequenzanalyse charakterisiert. Ein 

20 als richtig erkanntes Plasmid erhielt die Bezeichnung pBstyfim^SerHirJns. 

Beispiel 3: Konstruktion eines Ala-Hirudin-R-Affenproinsulin Fusionsproteins 



25 



angeschlossen an die Signalseqenz des alkalischen Phosphatase 
Vorlauferproteins aus E. coli 



Der alkalische Phosphatase Vorlaufer aus E. coli hat die Signalsequenz: 



30 



MKQSTIALAL LPLLFTPVTK A (SEQ ID NO.: 7) 
(Shuttleworth H., Taylor J., Minton N.; Nucleic Acids Res. 14:8689, (1986)). 
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Die Peptidsequenz wird mit dem GCG-Programm (Wisconsin Package Version 10.1 , 
Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wise. ) Backtranslate unter Gebrauch 
des "Coli High Codongebrauchs" in DNA ubersetzt. 

5 Diese hat die Sequenz: 

5'ATGAAACAGTCGACCATCGCGCTGGCGCTGCTGCCGCTGCTGTTCACCCCG 
GTTACCAAAGCG 3' (SEQ ID NO.: 8) 

10 Zur Klonierung und den AnschluS an eine DNA-Sequenz, die fur ein Hirudin 

^ kodiert , das in Positioni durch die Aminosaure Alanin charakterisiert ist (EP-A 0 448 

" 093 ) wird diese Sequenz um die fett gedruckte Sequenz erweitert : 

5'TTTTTTGAATTCATGAAACAGTCGACCATCGCGCTGGCGCTGCTGCCGCTGCTGTTC 
15 ACCCCGGTTACCAAAG -CG GCT acgtat actgactgcaCTG (SEQ ID NO.: 9) 



Daraus werden zwei Oligonukleotisequenzen abgeleitet, die sich partiell uberlappen. 

Primer phoafi hat die Sequenz : 
20 5'CTGCTGCCGCTGCTGTTCACCCCGGTTACCAAAGCG GCTACG 
TATACTGACTGCACTG -3' (SEQ ID NO.: 10) 

Primer phoaf2 hat die Sequenz: 

5'l II I I I GAATTCATGAAACAGTCGACCATCGCGCTGGCGCTGCTGCCGCTGCTG -3' 
25 (SEQ ID NO.: 11) 

Zur Konstmktion des Expressionsvektors werden zudem die Primer insu11Hind3 , 
Hirjnsf2 und Hirjnsrev2 und DNA der Plasmide pK152. plNT90d und pJF118 
benotigt. 

30 

Primer Hirjnsf2 hat die Sequenz: 

5' - ATCCCTGAGGAATACCTTCAGcgaTTTGTGAACCAGCAC C -3'(SEQ ID NO. 
12) 
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Primer Hirjnsrev2 hat die Sequenz: 

5' - GGTGCTGGTTCACAAAtcgCTGAAGGTA TTCCTCAGGG AT-3'(SEQ ID 
N0.13) 

5 Die Fettgedruckten GroRbuchstaben markieren die mit dem Proinsulin 

hybridisierende Sequenz, wahrend die GroRbuchstaben in Standardausfuhrung die 
Uberlappung nnit dem 3'- Ende der Hirudinsequenz beschreiben. Klein fett und 
unterstrichen dargestellt ist das Codon fur das Bruckenglied Arginin. 

10 Entsprechend Beispiel 1 werden zwei Standard Polymerasekettenreaktionen 
durchgefuhrt mit dem Primerpaar Hirjnsfl / lnsu11Hind3 auf plNT90d DNA als 

^ Matrize und mit dem Primerpaar phoafi / Hirjnsrevauf pK152 DNA als Matrize. Die 
Produkte beider Reaktionen werden vereint und ein Aliquot in einer dritten 
Polymerasekettenreaktion mit den Primern phoa /lnsu11Hind3 umgesetzt. Es 

15 entsteht ein DNA-Produkt, das die Sequenz Signal-ala-Hirudin-GNSAR- 

Affenproinsulin beinhaltet. Das DNA-Fragment wird mit den Restriktionsenzymen 
BamH1 und HindS umgesetzt. Parallel wird der Vektor pjF1 18 mit den beiden 
Enzymen umgesetzt und das groSe Vektorfragment isoliert. Die isolierten Produkte 
beider Reaktionen werden In einer T4-Llgasereaktion umgesetzt. Kompetente Zellen 

20 des Stammes E. coli K12 Mc1061 werden mit dem Ligationsgemisch transformiert 
und von Transformanten Plasmid-DNA zur Charakterisierung isoliert. Parallel wird 
von den uber Plasmidanalyse charakterisierten Transformanten eine 
Erhaltungsplatte angelegt. Die DNA wird mittels Restriktions- und DNA- 
Sequenzanaiyse charakterisiert, Ein als richtig erkanntes Plasmid erhielt die 

25 Bezeichnung pNS22. 

Beispiel 4: Thrombinhemmtest 

30 Die Bestimmung der Hirudinkonzentration wird entsprechend der Methode von 

GrieBbach et al. (Thrombosis Research 37, S. 347 -350 , 1985 ) durchgefuhrt. Dazu 
werden definierte Mengen eines Refludanstandards zur Erstellung einer Eichkurve in 
die MeSreihe mit einbezogen. Damit kann die Ausbeute direkt in mg /I angegeben 
werden. Die biologische Aktivitat ist auch ein direktes MaQ> fur die korrekte Faltung 

35 desProinsulinbestandteils des Fusionsproteins. Alternativ kann ein proteolytischer 
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S. aureus Verdau und die anschlieliende Analyse in einem RP-HPLC-System zur 
Bestimmung der korrekten S-S -Bruckenbildung eingesetzt werden. 



5 Beispiel 5: Expression des Fusionsproteins 

Rekombinante Zellen werden uber Nacht in 2YT-Medium (pro Liter: 16g Tryptone, 
10g Yeast extract, 5g NaCI ), das 100(jg/ml Ampicillin enthalt, angezogen. Von der 
Ubernachtkultur wird eine 1:50 Verdunnung in frischem Medium angelegt und die 
10 Zellen bis zu einer Dichte von ungefahr 0,8 O. D. eoo Einheiten angezogen. 
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v'Dann wird IPTG zur Induktion der Expression so zugesetzt, daS sich eine 
Konzentration von 0,05-2mM einstellt. Die so induzierten Zellen werden uber 3-26 h 
welter inkubiert. 



Nach drei Stunden wird im Oberstand eine deutlich meSbare antithrombotische 
Hirudinwirkung festgestellt, die auf die Sekretion des gewiinschten Fusionsproteins 
zuruckgefuhrt werden kann, da in der SDS -PAGE Analyse nach Coomassie Blue 
Farbung nur bei induzierten Zellen eine neue Bande entdeckt wird, die in der 

20 Western Blot Analyse mit polyklonalen gegen Insulin gerichteten Antikorpern 

reagiert. Bei Fermentationsexperimenten wird die Induktion erst nach Anzucht auf 
wesentlich hohere optische Dichten eingeleitet. Bevorzugt sind hier synthetische 

Ipyr/ Medien auf Basis von Minimalmedium. 

Die Produktivitat der Zellen laSt sich dadurch erhohen, daS man das Prinzip des 

23 'Bacterial milkings'anwendet, d.h. daS man die Zellen nach optimaler Induktionszeit 
schonend von dem Oberstandsmedium abtrennt und in frischem Medium, dem man 
wieder Induktor zusetzen kann, weiter inkubiert. Aus dem geernteten Oberstand 
wird dann parallel Insulin hergestellt. 



Beispiel 6: Reinigung des Fusionsproteins 

Am Ende der Induktion wird in dem Zelluberstand ein pH von 2,5 - 3 eingestellt und 
Zellen und Ubertsandskomponenten durch Zentrifugation oder Filtration abgetrennt. 
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Der Fallungsuberstand wird auf eine Kationentauschersaule (Hyper DF) aufgetragen 
und mit einem linearen Gradienten von 150 bis 450mM NaCI bei pH 3.5 in 
Gegenwart von 30% 2-PropanoI aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen werden 
mittels RP~HPLC analysiert. Das Proinsulin-Hirudin-Fusionsprotein eluiert bei einer 

5 NaCI-Konzentration von etwa 300mM. Fraktionen mit hinreichender Reinheit werden 
vereinigt, mit 0,1% TFA verdunnt und auf eine RP-Saule gepumpt (PLRP -S 7,5 x 
50mm). Die Elution erfoigt mit einem Gradienten von 25-50% Acetonitril. Zwei 
Fraktionsgruppen werden gepoolt. Nach Entfernung des Losungsmittels wird das 
Material gefriergetrocknet. Die Reinheit des Materials wird mittels SDS- 

10 Polyacryiamidelektrophorese uberpruft. Das gereinigte Fusionsprotein wird 
Massenspektrometrisch (ESI) analysiert. Das experimentell ennittelte 
/i\/lolekulargewicht entspricht dem theoretisch nach Abspaltung des Signalpeptides zu 
enA/artenden Molekulargewichts des Fusionsproteins. 

15 Beispiel 7: Ermittlung der Disulfidbruckenknupfung 

Das Fusionsprotein wird mit Trypsin verdaut und die entstehenden Bruchstucke 
mittels RP-HPLC und anschlieSend mittels Massenspektronomie analysiert. Es 
gelingt die Identifizierung eines Fragmentes, das aufgrund der Masse von 5706 dt 
als Des ( B30)-lnsulin erkannt wird. Dieses Produkt wird einem Verdau mit S. 
aureus V8-Protease untenworfen. Es entsteht das erwartete Peptidmuster in der RP 
-HPLC-Analyse. 

Die Trypsinspaltung wird wie folgt durchgefuhrt : 

Das gefriergetrocknete Fusionsprotein wird in SOmMTris/ HCL pH 8 gelost (Img/ml) 
und mit Trypsin (1|jg/mg Fusionsprotein) versetzt. Trypsin wird am Ende der 
Reaktion bei pH 3 inaktiviert. 

30 Der S. aureus Verdau wird wie folgt durchgefuhrt: 

Das isoliert Des ( B30)-lnsuiin wird in Wasser bei (pH 8) gelost und mit S. aureus 
Protease ( 1/50 der Insulinmenge) versetzt, 5 Stunden bei 37''C und anschlieSend 
uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Beispiel 8: Reinigung von Insulin 

5 Das Fusionsprotein wird uberraschend bei einem pH von 2,5-3 im Gegensatz zu 
den meisten ubrigen Polypeptiden, die sich im Uberstand sei es durch spontane 
Lyse von Wirtszellen oder Sekretion finden, nicht ausgefallt. Das Kulturmedium wird 
daher entsprechend angesauert und anschlieRend nach AbschluS der Fallung wird 
der Niederschlag und die Zellen abzentrifugiert bzw. durch eine Mikrofiltration 

10 abgetrennt und konzentriert. 

gj^/AnschlieBend wird das Medium auf pH 6.8 eingestellt. Parallel wird uber analytische 
HPLC-Messung der Gehalt an Fusionsprotein bestimmt. Nach der Bestimmung wird 
dem Oberstand Trypsin zugesetzt, so daS pro 1-1.5 mg Fusionsprotein ca. Ipg 

15 Trypsin eingestellt sind. Nach einer Inkubation von ca. 4 Stunden bei 

Raumtemperatur erfolgt eine Reinigung uber Kationentauscherchromatographie bei 
einem pH von 3,5 und in Gegenwart von 2-Propanol. Die Elution erfolgt in dem 
Puffer unter Aniegen eines Gradienten von 0,15 molar bis 0,45 molar. 

20 Di-Arg Insulin eluiert bei ca. 0,3 molar. Nach 1:1 Verdunnung wird aus den Insulin- 
haltigen Fraktionen bei pH 6,8 unter Zusatz einer 10% -igen ZnCb-LQsung Di-Arg 
Insulin ausgefallt. Das Insulin wird abfiltriert und anschlie&end in 0,05 M Tris-HCL 

^ (pH8.5) aufgelost, so daB eine Losung von 2mg/ml entsteht: 

Dann wird ungefahr die Menge von einer 1 Einheit Carboxypeptidase B pro 100ml 

25 Losung zugesetzt und unter schwachem Ruhren die Reaktion durchgefuhrt 
AnschlieSend wird ein pH von 5,5 mit Zitronensaure eingestellt und Insulin in 
Anwesenheit von ZnCIa auskristallisiert. Die Kristalle werden abgetrennt aufgelost 
und nach einem Reinigungsschritt uber RP-HPLC wird Insulin erneut durch 
Kristallisation gereinigt. 
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Beispiel 9: Prozessierung des Fusionsproteins direkt im Kulturmedium 

Am Ende des Expressionsabschnittes wird das Kulturmedium auf pH 6.8 eingestellt 
und anschlieBend Trypsin eingeruhrt, so daS eine Endkonzentration von 4-8 mg pro 
5 Liter eingestellt wird. Nach Inkubation uber ca. 4 Stunden wird die so behandelte 
Fermentationsbruhe auf pH 2,5-3 eingestellt Nach 1-6 Stunden der Fallung wird der 
pH auf 3,5 angehoben und in Gegenwart von 30% 2-Propanol das entstandene 
Di-Arg-lnsulin uber Kationentauscherchromatographie gereinigt Die Elution erfolgt 
mittels eines NaCI-Gradienten von 0,05-0,5 M Salz. Die produkthaltigen Fraktionen 

10 werden 1:1 mit H2O und anschlieRend mit ZnCl2 versetzt, so daR eine 0,1%-ige 
ZnCl2 Losung entsteht. Bei pH 6,8 fallt Di-Arg-lnsulin aus. Dies wird beispielhaft 

^>^entsprechend Beispiel 8 in Insulin umgewandelt. 
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Patentanspruch: 

1 . DNA kodierend fiir ein Fusionsprotein der Form 
-F-Asm-Rn-Y- 

wobei 

F eine DNA - Sequenz kodierend fur eine Aminosaurefolge, die die 
Sekretion eines Proteins Y in ein Fermentationsmediunn eriaubt, 

As einer chemischen Bindung oder einer DNA - Sequenz kodierend fur 
eine gentechnisch kodierbare Aminosaure, 

m eine ganze Zahl von 0-10, 

R einer chemischen Bindung oder einem Codon fur Arginin, 
n 0 Oder 1 , 

Y eine DNA - Sequenz kodierend fur ein Protein von Interesse, das 
korrekt gefaltet als Bestandteil des Fusionsproteins im 
Fermentationsmedium vorliegt, 



entspricht. 



# 
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Zusammenfassung 

5 Fusionsprotein zur Sekretion von Wertprotein in bakterielle Gberstande 

Die Erfindung bezieht sich auf Fusionsproteine bestehend aus einem Fusionsteil und 
einem Wertprotein wobei die Kombination aus beiden Proteinen dazu fuhrt, daQ> das 
Fusionsprotein in den Ubertsnd eines bakteriellen Wirtes sezerniert wird und das 
10 Wertprotein in seiner korrekten raumlichen Struktur vorliegt. 





